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Cytoskelet hraje klíčovou roli v procesu endocytózy. Po mikrotubulech se váčky pohybu-
jí k cílovým membránám. Mikrotubuly se také účastní tvorby membránových tubulů na 
endozómech, ze kterých jsou odštěpovány recyklované váčky. Aktinová síť má v rámci 
endocytózy taktéž několikerý účinek. V případě splývání membrán je její funkce jak po-
zitivní, tak i negativní, neboť v poslední fázi vytváří mechanickou sílu usnadňující sply-
nutí, zatímco ve fázi první se chová jako fyzická bariéra, kterou je pro úspěšnou fúzi nut-
no rozrušit. Aktin se taktéž aktivně podílí na odštěpování váčků. Aktinová síť i mikrotu-
buly jsou tedy s endocytickou dráhou propojeny v čase a prostoru. Správné funkční pro-
pojení cytoskeletu s dynamikou endocytických váčků je řízeno řadou regulačních pro-
teinů. Mezi významné regulátory aktinové sítě patří například proteiny Arp2/3, WASH 
komplexu, WASP či Rab a Rho proteiny.  
 








Cytoskeleton plays a key role in endocytic process. Vesicules move along microtubules 
to target membranes. Microtubules also partake in the formation of endosomal tubules, 
from which recyclated vesicules are splitted off. Actin network has in endocytosis multi-
ple effect as well. In the case of membrane fusion is its role both, positive and negative, 
for it creates mechanical force which facilitates the fusion in last stage. By contrast, in 
the first stage, it acts as a physical barrier, which needs to be removed. Actin also active-
ly participates in fission of vesicules.  Actin network and microtubules are thus inter-
connected with endocytic pathway in time and space. Right functional connection of the 
cytoskeleton with dynamics of endocytic vesicles is driven by many regulatory proteins. 
Among important regulators of actin network belong for example proteins of Arp2/3, 
WASH complex, WASP or Rab and Rho proteins. 
 









AAA doména  ATPases associated with cell activities  
   ATPázy asociované s buněčnými aktivitami 
Arf     ADP ribosylation factor 
   ADP ribozylační faktor  
Arp2/3   actin related protein 2/3 
   s aktinem spojený protein 2/3 
ATP   adenosintriphosphate  
   adenosintrisfosfát 
BAR    Bin-Amphiphysin-Rvs 
CART    cytoskeleton-associated recycling or transport 
   s cytoskeletem asociovaná recyklace nebo transport 
CLIC/GEEC  clathrin independent carrier/GPI-AP-enriched endosomal com-
partment 
klatrin independentní nosič/GPI-AP-obohacený endozomální kom-
partment 
CME    clathrin mediated endocytosis 
   klatrinem zprostředkovaná enydocytóza 
CORVET   class C core endosome vacuole tethering  
   endozomální vakuolární vázání třídy C 
CP    capping protein 
   čepičkující protein 
DHC   dynein heavy chain 
   těžký řetězec dyneinu 
EEA1    early endosome antigen 1 
   antigen časných endozómů 1 
ERC    endosomal recycling compartment 
   endozomální recyklační kompartment  





ESCRT   endosomal sorting complexes required for transport 
   endozomální třídící komplexy vyžadované pro transport 
GAP    GTPase activating protein  
   GTPázu aktivující protein 
GDI    GDP dissociation inhibitor 
   GDP disociační inhibitor 
GEF    guanine nucleotide exchange factor 
   faktor vyměňující guaninový nukleotid 
GPI    glycophosphatidylinositol 
glykofosfatidylinositol  
GTP    guanosintriphosphate 
guanosintrifosfát  
HOPS    homotypic vacuole fusion and protein sorting 
   homotypická fúze vakuol a třídění proteinů 
 IC   intermediate chain 
   střední řetězec  
ILVs    intraluminal bodies 
   intraluminální tělíska  
JMY   junction mediating and regulatory protein 
   spoje zprostředkující a regulující protein 
LC   light chain 
lehký řetězec  
LIC   light-intermediate chain 
   lehký-střední řetězec  
MAGE-L2  melanoma antigen family L2 
   melanomový antigen rodiny L2 
MHC    major histocompatibility complex 






MTOC   microtubule organizing centre 
   organizační centrum mikrotubulů 
NPF     nucleation promoting factor 
   faktor spouštějící nukleaci  
PAK1   p21-activated kinase 1 
   p21-aktivovaná kináza  1 
PI    phosphatidylinositol 
fosfatidylinositol  
PI3K   phosphatidylinositol-3-kinase 
fosfatidylinositol-3-kináza 
PI(3)P  phosphatidylinositol-3-phosphate 
   fosfatidylinositol-3-fosfát 
PI(3,5)P2  phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate 
   fosfatidylinositol-3,5-bisfosfát 
PI(3,4,5)P3  phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfát  
PI(4)P  phosphatidylinositol-4-phosphate 
fosfatidylinositol-4-fosfát 
PI(4,5)P2   phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát 
PLCγ   phospholipase C γ 
   fosfolipáza C γ 
PX domain  phox domain 
phox doména 
Rab     Ras like in rat brain 
   Ras podobný v krysím mozku 
ROCK    Rho associated coiled-coil forming kinase 
   s Rho asciovaná coiled-coil formující kináza 





TRIM27  tripartite motif-containing 27 
   tripartitní motiv obsahující 27 
v/t-SNARE   vesicular/target SNAP (soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive 
 factor attachment protein) receptor 
receptor vezikulárního/cílového SNAP (rozpustný NSF (N-
ethylmelimid-senzitivní faktor připevňující protein) 
VCA  veprolin, cofilin, acidic 
Vps    vacuolar protein sorting  
   vakuolární třídění proteinů 
Vrp    verprolin 
WASP   Wiskott-Aldrich syndrome protein  
   protein Wiskott-Aldrich syndromu 
WAVE     WASP and verprolin homology 
  WASP a verprolin homologický  
WHAMM WAS protein homolog associated with actin, golgi membranes and 
microtubules 
homolog WAS proteinu asociovaný s aktinem, membránami Golgi-
ho aparátu a mikrotubuly 
WIP   WASP interacting protein 








Cytoskeletem rozumíme síť proteinových vláken. V případě mikrotubulů a aktinových 
vláken se jedná o síť dynamickou, zatímco intermediární filamenta jsou stabilní, mecha-
nicky odolné struktury. Tyto vlastnosti odráží i jednotlivé funkce, jaké tyto typy cytoske-
letárních struktur mají. Intermediární filamenta jsou molekuly dodávající buňkám pev-
nost, jako například keratiny v epiteliálních a desminy ve svalových buňkách. Mikrotu-
buly a aktinová filameta se naproti tomu účastní dynamických procesů, jako je dělení a 
pohyb buňky a intracelulární pohyb organel. Svou roli hrají i ve splývání a odštěpování 
membrán. Splývání a odštěpování membránových útvarů – váčků – je zcela zásadní 
v endocytické dráze. Tato dráha je mechanizmem, kterým buňka pohlcuje molekuly ze 
svého okolí, či recykluje transmembránové proteiny vystavené na plazmatické membrá-
ně. Ústředními organelami této dráhy jsou endozómy. Právě splýváním a odštěpováním 
endozomálních váčků dochází k maturaci jednotlivých endozomálních kompartmentů a 
třídění pohlcených molekul.  
Cílem této práce je popsat a vysvětlit možné mechanismy, kterými aktinová vlákna a 
mikrotubuly ovlivňují splývání a odštěpování membrán v endocytické dráze. 
2 Endozomální kompartmenty 
 
Hlavní úlohou endozómů je roztřídit endocytované proteiny a proteiny přijaté z Golgiho 
aparátu tak, aby se každá molekula dostala na místo svého určení. Kam molekula zamíří, 
závisí na jejím konkrétním typu a funkci. Některé molekuly budou po splnění své role 
uvnitř buňky recyklovány zpět na plazmatickou membránu (Hsu and Prekeris 2010), 
jiné budou směřovány k degradaci do lysozómu (Piper and Katzmann 2007). Třetí mož-








2.1 Endocytóza - představení 
 
Endocytóza, což je proces pohlcování molekul buňkou z jejího okolí, se dá rozdělit do 
více typů na základě několika kritérií. Těmi jsou například typ pohlcované látky, mecha-
nismus samotného pohlcení, či proteiny účastnící se daného typu endocytózy. Endocytó-
zu můžeme rozdělit například následujícím způsobem: 
Typy endocytózy závislé na aktinu: 
 klatrin-dependentní endocytóza (CME) – Na plazmatické membráně tvoří jamky 
kryté klatrinem, do nichž jsou soustředěny pohlcované molekuly. Po navázání 
molekul na příslušné transmembránové receptory dochází ke změně konformace 
těchto receptorů, čímž je umožněna jejich interakce s adaptorovými proteiny. 
S adaptorovými proteiny posléze asociují molekuly klatrinu. Takto vytvořené kla-
trinem kryté jamky jsou odštěpeny od membrány, čímž vznikají endocytické váč-
ky. Tomuto kroku se také říká internalizace. Endocytický váček poté putuje dále 
do buňky, kde záhy splývá s dalšími endocytickými váčky a vytváří takzvaný čas-
ný/třídící endozóm (Kornilova 2014; M. N. J. Seaman 2008; Huotari and Helenius 
2011). Příkladem takto internalizovaného nákladu je transferin vázaný na 
transferinový receptor. 
 kaveolin-dependentní endocytóza – Membrány obohacené proteiny kaviny a ka-
veoliny vytvářejí vchlípeniny s nákladem zvané kaveoly.  
 CLIC/GEEC dráha – Při pohlcování nákladu, kterým jsou proteiny vázající glyko-
fosfatidylinositol (GPI), se vytváří tubulární, či prstencové membránové útvary.  
 makropinocytóza – Je děj, při kterém vznikají větvené membránové vchlípeniny, 
které následně splývají mezi sebou, či znovu s plazmatickou membránou, díky 
čemuž buňka absorbuje molekuly, které byly ve vnitřních prostorách těchto 
vchlípenin. 
 fagocytóza – Buňky mechanismem fagocytózy pohlcují větší objemy, jako napří-
klad různé patogeny, či apoptotické zbytky jiných buněk. Z membrány jsou aktiv-
ně remodelací aktinu vytvářeny výběžky směrem do okolí buňky, které uchvacují 





 entóza – Touto endocytickou dráhou je celá buňka pohlcená buňkou jinou. 
K tomuto dochází v případě, že buňka, jež bude následně pohlcena, ztratila kon-
takt s extracelulární matrix. 
Typy endocytózy nezávislé na aktinu: 
 flotilin-dependentní endocytóza – Endocytovaným nákladem jsou proteoglykany 
a CD59 – molekula podílející se na ochraně vlastních buněk organismu před 
komplementem. Tento typ endocytózy je, jak název napovídá, závislý na flotilinu, 
typu proteinu, který je podobný kaveolinu. 
Typy endocytózy, u nichž zatím není jasné, zda je aktin vyžadován: 
 arf6 dependentní endocytóza – Tímto způsobem jsou endocytovány například 
MHC glykoproteiny I. třídy. Vznikají opět tubulární, či vezikulární membránové 
útvary. 
Výše uvedené rozdělení typů endocytózy a k nim vztažené informace byly převzaty 
z přehledového článku (Doherty and McMahon 2009). 
Z uvedených typů endocytózy je nejlépe prozkoumaná CME. Z tohoto důvodu se budou 
údaje ve zbytku mé práce, pokud nebude uvedeno jinak, právě klatrin-dependentní en-
docytózy. Stejně tak, pokud nebude řečeno jinak, se budou uvedené informace týkat sav-
čích buněk. 
 
2.2 Typy endozómů 
 
Časný/třídící endozóm se procesem maturace mění na recyklující endozóm, ten posléze 
na pozdní endozóm, a ten splývá s lysozómem (Obr 1.) (Huotari and Helenius 2011), 
(Gruenberg, Griffiths, and Howell 1989). Je nutné podotknout, že vzhledem 
k proměnlivosti a dynamice těchto struktur je používaná terminologie poněkud nekon-
zistentní. Například se můžeme dočíst o třídícím endozómu, na němž se vyskytují 
recyklující membránové tubuly, o samostatném recyklujícím endozómu, nebo o endocy-





se daný název endozómu vztahuje k jeho funkci a umístění v endocytické dráze 
z hlediska času a prostoru. Toto rozdělení bylo zpracováno na základě (M. N. J. Seaman 
2008) a (Kornilova 2014). 
 časný endozóm – Vzniká fúzí endocytických váčků odštěpených z plazmatické 
membrány. Má tubulovezikulární charakter. 
 třídící endozóm – Jeho funkce i umístění v endocytické dráze se může překrývat 
s endozómem časným. Specifickými mechanismy dochází k třídění, takzvanému 
„sortingu“, přijatého nákladu.  
 recyklující endozóm – Má tubulovezikulární morfologii a nachází se blíže k jádru 
buňky, než časný/třídící endozóm. Jeho funkcí je recyklace některých molekul 
zpět na plazmatickou membránu. 
 pozdní endozóm – Nazývá se také multivezikulární tělísko. Jeho morfologie je 
spíše vezikulární, s mnoha vnitřními váčky, v nichž je uchován náklad směřující 
do lysozómu. 
 lysozóm – Organela sloužící k degradaci molekul, pohlcených patogenů atd. 
Pozdní endozómy s ním splývají, čímž jsou uvolněny vnitřní váčky s nákladem 
(proteiny integrované do jejich membrány) do lumen lysozómu. 
 ERC – Těmito kompartmenty procházejí molekuly, které jsou recyklovány na 
plazmatickou membránu tzv. pomalou recyklací. Tedy nevrací se přímo 
z časného/třídícího endozómu (rychlá recyklace). Morfologie těchto organel je 
tubulární, pravděpodobně vznikají z časného endozómu odštěpením membráno-
vých tubulů z něj pučících, zatímco vezikulární část časného endozómu maturuje 








Endocytická dráha. Šipky znázorňují tok endozomálních váčků. Zpracováno dle (Kornilova 2014; 
M. N. J. Seaman 2008) 
 
Maturace endozómů je uskutečněna splýváním nových váčků s endozómem, a odštěpo-
váním váčků s již „odtříděným“ nákladem. Mění se jak morfologie endozómu, tak složení 
jeho membrány – to se týče nejen membránových proteinů, (Gautreau, Oguievetskaia, 
and Ungermann 2014), ale i fosfatidylinositidů – na časných endozómech se nachází fos-





bisfosfát (PI(3,5)P2) (Li et al. 2013) a na ERC fosfatidylinositol-4-fosfát (PI(4)P) (Jović et 
al. 2009). V průběhu maturace se endozóm v rámci buňky fyzicky posunuje více do cent-
ra, po mikrotubulech pomocí molekulárních motorů (M. N. J. Seaman 2008). Pozdní en-
dozómy se tedy nacházejí v juxtanukleární oblasti, zatímco časné endozómy blíže u 
plazmatické membrány – což je dáno i mechanismem jejich vzniku.  
Třídění proteinů začíná už v samotném časném endozómu (Sheff et al. 2002). Proteiny 
se z něj buď navracejí zpět na membránu pomocí odštěpených váčků – čemuž se říká 
„rychlá recyklace“ (M. N. J. Seaman 2008), nebo zůstávají v  endozómu, ze kterého se 
postupně stává recyklující endozóm. Z recyklujícího endozómu se proteiny mohou váčky 
opět vracet na plazmatickou membránu – takzvaná pomalá recyklace (Hsu and Prekeris 
2010), putovat do Golgiho aparátu, nebo stále zůstat v endozomální membráně. 
V průběhu maturace endozómu se také vytvářejí takzvané intraluminální váčky (ILVs) 
(Piper and Katzmann 2007), což jsou váčky vytvořené vchlípením endozómální mem-
brány do lumen. Membránové proteiny, umístěny v membráně vnitřního váčku, jsou 
proteiny určené k degradaci. Uvnitř endozómu zůstávají až do chvíle, kdy pozdní endo-
zóm splývá s lysozómem, kde jsou pak degradovány (M. N. J. Seaman 2008).  
Celá endocytická dráha je esenciální pro signalizaci, regulaci a růst buňky. Jak je zřejmé, 
důležitou, takřka hlavní roli, v ní hraje membránová fúze a odštěpování membránových 
váčků – ať už pro maturaci endozómu, samotné třídění proteinů, či přijímání proteinů 
z Golgiho aparátu a plazmatické membrány. Odštěpení a splynutí membrány je prvním a 
posledním krokem ve váčkovém transportu, který je základním principem komunikace 
jednotlivých endocytických kompartmentů s Golgiho aparátem, plazmatickou membrá-




Cytoskelet, tedy doslova „kostra buňky“, je síť proteinových vláken, která slouží nejen 
k opoře buňky. Kromě toho, že cytoskelet udržuje tvar živočišných buněk, podílí se také 
na fagocytóze, pohybu organel a váčků v buňkách, pohybu samotných buněk a na bu-





Rozlišují se tři typy cytoskeletárních struktur – mikrotubuly, aktinová vlákna a interme-
diární filamenta. Intermediární filamenta jsou vlákna tvořená homodimery různých pro-
teinů. Protože dosavadní úroveň poznání ukazuje, že intermediární filamenta nehrají 





Mikrotubuly se skládají z tubulinových dimerů, jež jsou tvořeny dvěma podjednotkami – 
α-tubulinem a β-tubulinem. Tyto tubulinové heterodimery se skládají do protofilament, 
jež díky laterálním vzájemným interakcím tvoří výsledný tubul. Mikrotubuly jsou polari-
zovanou strukturou, na které rozlišujeme (+) konec a (−) konec. V buňkách mikrotubuly 
rostou z nukleačního centra (MTOC) tvořeného dalším typem tubulinu – tubulinem γ. 
V těchto nukleačních centrech je mikrotubul kotven za svůj (−) konec. Stabilita mikrotu-
bulů závisí na tom, zda je na jednotlivých heterodimerech navázaná molekula GTP či 
GDP, přičemž GDP vláknu uděluje nestabilitu. V důsledku toho dochází k depolymeraci 
vlákna. Stabilitu může také ovlivňovat řada proteinů svou přímou vazbou na jednotky 
tubulinu. (Brinkley 1997; Wade and Hyman 1997) 
 
3.1.1 Molekulární motory pohybující se po mikrotubulech 
 
 S mikrotubuly je spjatý pohyb organel a váčků. Ten je umožněn interakcí molekulárních 
motorů s membránou a zároveň mikrotubulem. Molekulární motory pohybující se po 
mikrotubulech spadají do dvou skupin – kineziny a dyneiny (Murray and Wolkoff 2003).  
 kineziny  - Téměř všechny typy kinezinů se pohybují k (+) konci mikrotubulů. 
Jsou to dimerické proteiny s ATP hydrolyzující doménou na N-konci. Na C-konci 
se nachází vazebná doména. Kineziny pohybující se k (-) konci mikrotubulů mají 
vazebnou doménu na N-konci a motorovou doménu na C-konci. Nazývají se C-





klad kineziny-1 na časných endozómech a kineziny-2 na pozdních endozómech. 
(Loubéry et al. 2008). 
 dyneiny – Tyto molekulární motory pohybující se k (-) konci mikrotubulů jsou 
oproti kinezinům mnohem větší. Skládají se ze dvou těžkých (DHC), středních 
(IC) a lehkých-středních řetězců (LIC) a z šesti lehkých řetězců (LC), přičemž růz-
norodost dyneinů je způsobena produkcí izoforem IC a LIC. S endozomálními 
kompartmenty asociují například dyneiny obsahující LIC1 a LIC2 (Tan, Scherer, 
and Vallee 2011). 
Endozómy a z nich odštěpené váčky se po mikrotubulech pohybují v rámci buňky oběma 
směry.  Při anterográdním transportu jsou využívány kineziny, protože MTOC a tedy (-) 
konec mikrotubulu se nachází blíže k jádru buňky, zatímco (+) konec mikrotubulů se 
nachází blíže k periferii buňky. Při retrográdním transportu jsou pak ze zjevného důvo-
du využívány dyneiny. Mikrotubulární molekulární motory také způsobují mechanické 
vytahování endozomálních membrán, díky čemuž vznikají endozomální membránové 
tubuly (Soppina et al. 2009). 
 
3.2 Aktinová síť 
 
Aktinová vlákna jsou nejtenčí z uvedených struktur cytoskeletu. Skládají se z monomerů 
aktinu. Toto vlákno má dva odlišené konce, a sice (+) konec (barbed end) a (−) konec 
(pointed end). Na (+) konci probíhá polymerace vlákna snadněji, než na (−) konci. Pro 
rozlišení se pro aktinové monomery ve formě tubulu používá označení F-aktin (fibrilár-
ní), a pro monomery disociované v cytoplazmě G-aktin (globulární). (Beltzner and Pol-
lard 2008) Aktinová vlákna mohou rychlou polymerací vytvářet mechanickou sílu tlačící 
na membránu. To má za následek deformaci membrány, což může být využito při vzniku 
membránových váčků. Rychlá polymerace aktinu je také mechanismem měňavkovitého 
pohybu améb, a pohybu váčků v nitru buněk na krátké vzdálenosti. Aktinová filamenta 
se nachází, kromě jiného, v podobě kortikálního aktinu pod plazmatickou membránou a 
na endozómech, na jejichž membránách tvoří plošky sestávající se z vysoce větvených 





3.2.1 Molekulární motory pohybující se po aktinových vláknech 
 
Podobně jako u mikrotubulů, i s aktinovou sítí interagují molekulární motory. Jedná se o 
myoziny, proteiny strukturně podobné kinezinům. Myoziny se rozdělují do několika 
podtříd v závislosti na tom, jakou konkrétní úlohu vykonávají. Účastní se například sva-
lové kontrakce, transportu váčků, stahování kontraktilního prstence při cytokinezi a 
vzniku mechanického pnutí membrány (Murray and Wolkoff 2003). Konkrétními typy 
myozinů účastnících se váčkového transportu jsou myozin I (Raposo et al. 1999), myozin 
V (Yan et al. 2005) a myozin VI (Chibalina et al. 2007). 
 
3.2.2 Proteiny ovlivňující dynamiku aktinové sítě 
 
Polymerace aktinu do lineárních vláken je v buňce v důsledku určité koncentrace akti-
nových monomerů samovolný proces. Tento proces je však nutné regulovat. Mezi pro-
teiny, které posunují rovnováhu reakce ve směru aktinových monomerů, patří například 
čepičkující (capping) protein (CP), který zabraňuje polymeraci vazbou na rostoucí konec 
vlákna (Wear et al. 2003), či cofilin a coronin, způsobující rozpad filament (Carlier et al. 
1997). Profilin naopak napomáhá polymeraci aktinových vláken úpravou aktinových 
monomerů (Kovar et al. 2006). Důležitou molekulou ovlivňující dynamiku aktinové sítě 
je actin related protein 2/3 (Arp2/3). Tento komplex skládající se ze sedmi podjednotek 
umožňuje vznik větvených aktinových filament. Arp2/3 interaguje s mateřským vlák-
nem, a slouží jako nukleační místo, ze kterého vyrůstá nové, dceřinné vlákno. Forminy 
jsou proteiny, které způsobují vznik dlouhých nevětvených filament tím, že se váží na 
polymerující konec vlákna a brání tak vazbě CP. (Beltzner and Pollard 2008) 
 
3.2.2.1 Regulátory proteinů ovlivňujících dynamiku aktinové sítě 
 
Regulační kaskády ovlivňující dynamiku aktinu se nesestávají pouze z jediného, na aktin 
přímo působícího, proteinu. Regulátory aktinu mají své vlastní regulační proteiny, které 





Například Arp2/3 komplex je sám o sobě velmi málo účinným nukleátorem polymerace 
aktinu. Jeho aktivita je však dále umocněna proteiny, které se souhrnně nazývají nuklea-
ci spouštějící faktory (NPF) (Derivery et al. 2009). Těmito faktory jsou proteinové kom-
plexy rozdělené do čtyř následujících rodin: 
 WASP – Regulují polymeraci aktinu při fagocytóze, při internalizaci a při tvorbě 
panožek. Také bylo zjištěno, že za určitých podmínek se podílejí na tlačení endo-
zómů cytoplazmou rychlou polymerací aktinu. (Benesch et al. 2002) 
  WAVE – Účastní se taktéž fagocytózy a tvorby panožek. (Derivery et al. 2009) 
  WASH – Tento komplex skládající se z pěti podjednotek aktivuje Arp2/3 na po-
vrchu endozómů. Konkrétně na endozómech třídících a recyklačních, kde tímto 
vytváří aktinové domény. (Derivery et al. 2009). 
 WHAMM/JMY – WHAMM proteiny se podílejí na udržení morfologie Golgiho apa-
rátu (Campellone et al. 2008), zatímco JMY proteiny, přes podobnost s WHAMM, 
regulují transkripci a buněčnou migraci (Zuchero et al. 2009). 
Všechny proteiny z výše zmíněných rodin obsahují C-koncovou Verprolin homologickou 
(VCA) doménu. Touto doménou jsou schopny vázat zároveň aktin a Arp2/3, čímž usnad-
ňují počátek polymerace nového vlákna. (Hüfner et al. 2001). 
NPF jsou regulovány dalšími proteiny. Mezi ty patří Rho GTPázy, které ovlivňují dyna-
miku aktinové sítě nejen skrze NPF (Eitzen 2003). Rho GTPázy patří do Ras superrodiny, 
stejně jako Rab GTPázy (Croisé et al. 2014). Obě tyto skupiny malých monomerních GT-
Páz se podílejí na regulaci buněčného vezikulárního transportu.  
4 Splývání membrán 
 
4.1 Obecné mechanismy  
 
V buňkách existuje specifický mechanismus, jehož úkolem je zajistit úspěšné splynutí 
dvou membrán. Hlavními účastníky tohoto procesu jsou proteiny zvané Rab, vázající 





4.1.1 Rab proteiny, „tethers“ a SNARE proteiny 
  
Rab proteiny jsou malé, monomerní GTPázy z Ras superrodiny, fungující jako regulátory 
intracelulárního vezikulárního transportu. Pod kontrolou Rab probíhají všechny čtyři 
fáze – pučení váčku, transport váčku, ukotvení váčku na cílové membráně, a konečně 
splynutí obou membrán. Aktivita Rab je regulována vazbou GTP, potažmo GDP. Rab 
s navázaným GTP je aktivní, membránově vázaný protein. Aktivace a deaktivace Rab 
skrze vazbu nukleotidu je řízena specifickými proteiny – faktorem vyměňujícím guanin 
(GEF), GTPázu aktivujícím proteinem (GAP), a inhibitorem disociace GTP (GDI). (Bhuin 
and Roy 2014) 
Aktivní Rab proteiny mají řadu efektorů. Jsou to například molekuly zvané v anglickém 
jazyce tethers (Bröcker, Engelbrecht-Vandré, and Ungermann 2010). Protože jsem nena-
šla žádný používaný český ekvivalent, budu je dále nazývat „vázající komplexy“. Tyto 
vázající komplexy jsou membránově vázané proteiny nezbytné k ukotvení váčku na cílo-
vou membránu a k dostání obou membrán do bližšího kontaktu. Po přiblížení membrán 
dochází k reakci SNARE proteinů. To jsou molekuly umístěné na vezikulární membráně 
(v-SNARE) a na cílové membráně (t-SNARE). Pokud váček dorazil ke správnému cíli, v-
SNARE a t-SNARE proteiny jsou navzájem „komplementární“. Díky tomu pak vytvoří 
coiled-coil strukturu, zapletou se do sebe, a tím fyzicky přiblíží obě membrány natolik, 
že dojde k vytlačení molekul vody a obě membrány splynou. (Cai, Reinisch, and Ferro-
Novick 2007) 
 
4.1.2 Role aktinu ve splývání membrán 
 
Ve splývání membrán hraje aktin jak pozitivní, tak negativní roli.  Spontánnímu splývání 
membrány váčku s povrchem buňky brání větvená vlákna kortikálního aktinu, která se 
nachází z vnitřní strany plazmatické membrány. Tato aktinová síť fyzicky znemožňuje 
dostatečné přiblížení membrán. Je tedy třeba tuto síť rozvolnit, aby se váček dostal do 






4.1.2.1 Remodelace kortikální aktinové sítě pomocí Rho GTPáz 
 
Za remodelaci kortikální aktinové sítě jsou zodpovědné Rho GTPázy (Croisé et al. 2014). 
Rho proteiny vytváří membránové domény, ve kterých asociují jejich efektory - aktin 
vázající proteiny, proteiny způsobující zakřivení membrán a pro Rho potřebné GEF pro-
teiny. S těmito doménami je spjatá také fosfatidylinositol 3-kináza (PI3K) (de Curtis and 
Meldolesi 2012), díky čemuž jsou Rho domény obohaceny o fosfatidylinositol-3,4,5-
trisfosfát (PI(3,4,5)P3). Tím vzniká specifická platforma pro konkrétní děje na plazma-
tické membráně (Heo et al. 2006). Dalším efektorem Rho je fosfatidylinositol 5-kináza 
(PI5K), díky které vzniká fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát (PI(4,5)P2) (Eitzen 2003). Ten 
je zřejmě důležitý pro uskupení vázajících komplexů na membráně, a slouží tak jako 
značka pro cílení váčků, které mají splynout s plazmatickou membránou. Navíc reguluje 
aktivitu WASP, potažmo tedy Arp2/3 (Rozelle et al. 2000). PI(4,5)P2 také stimuluje 
ezrin/radixin/moesin (ERM) proteiny, které mají nukleační aktivitu (Defacque et al. 
2000). 
Efektorem RhoA jsou forminy a WASP, overexprese RhoA v neuroendokrinních buňkách 
indukuje polymeraci kortikálního aktinu. Následkem toho je inhibována exocytóza (S. 
Gasman et al. 1999). Stejný vliv má vysoká hladina RhoA na sekreci v neutrofilech. Tato 
skutečnost napovídá, že RhoA musí být v neaktivním stavu, aby úspěšně došlo ke sply-
nutí váčku s plazmatickou membránou. RhoA také aktivuje PI-4 kinázu, potažmo tedy 
indukuje produkci PI(4)P. Tyto fosfatidylinositidy jsou v kvasinkách nutné pro transport 
sekrečních granulí na periferii buňky pomocí myozinu. (S. Gasman et al. 1998). Je tedy 
možné, že inaktivace RhoA, která by vedla ke snížení hladiny PI(4)P, má za následek 
uvolnění sekrečních váčků z preexistujícího aktinového filameta, a tedy umožnění ukot-
vení váčku na plazmatické membráně (Croisé et al. 2014).  
Pro úspěšné splynutí membrán je však nutné, aby rozvolnění kortikální aktinové sítě 
bylo pouze dočasné. Bylo prokázáno, že použití látek rozrušujících aktinovou síť 
v nižších koncentracích splývání váčků s plazmatickou membránou usnadňuje, zatímco 
použití vyšších koncentrací téže látky způsobí zastavení exocytózy – váčky 
s plazmatickou membránou nesplynou (Muallem et al. 1995). Aktinová síť je tedy prav-
děpodobně potřeba v pozdějších fázích splývání membrán, ve chvíli, kdy se váček 





Opětovnou polymeraci aktinové sítě způsobují Rho GTPázy Cdc42 a Rac1. Obě tyto GT-
Pázy stimulují polymeraci kortikálního aktinu aktivací fosfolipázy C γ (PLCγ). Díky tomu 
je produkován inositoltrisfosfát, který vyvolá vzrůst koncentrace vápníku uvnitř buňky. 
(Hong-Geller and Cerione 2000). To je signál pro p21 protein (Cdc/Rac)-aktivovanou 
kinázu 1 (PAK1), která způsobí remodelaci aktinu na plazmatické membráně (Allen et al. 
2009). Cdc42 také stimuluje opětovné vytvoření aktinové sítě aktivací NPF pro Arp2/3 - 
WASP a forminů (Stéphane Gasman et al. 2004). Cdc42 může navíc podporovat mem-
bránovou fúzi interakcí s proteiny SNARE komplexu (Nevins and Thurmond 2005). 
Jednotlivé Rho proteiny se navíc vzájemně negativně ovlivňují. RhoA aktivuje s Rho-
asociovanou coiled-coil formující kinázu (ROCK). Tato kináza inhibuje funkci Rac1. (Jeon 
et al. 2012). To by mohlo být výhodné, vzhledem k tomu, že tyto Rho GTPázy zřejmě hra-
jí roli v jiných časových fázích splývání membrán. 
Všechny Rho proteiny jsou na membráně vázány skrze isoprenylovou kotvu. Nenacháze-
jí se pouze na plazmatické membráně, v menším množství jsou i na Golgiho aparátu, se-
krečních váčcích, vakuolách a lysozómech. Na všech těchto místech se mohou podílet na 
remodelaci aktinové sítě spjaté s membránou dané organely. (Eitzen 2003). 
 
4.1.2.2 Mechanismus působení aktinových vláken na fúzi váčků s plazmatickou 
membránou 
 
Negativní role aktinové sítě při splývání váčků je zřejmá. Jakým mechanismem by však 
mohla aktinová vlákna splývání naopak usnadňovat?  Možnou odpovědí na tuto otázku 
je model představený v práci (Nightingale, Cutler, and Cramer 2012) (Obr. 2).  
Po splynutí membrán, které je zprostředkováno interakcí příslušných SNARE proteinů, 
se na plazmatické membráně vytváří pór. Ten se buď dále rozšiřuje, čímž nakonec dojde 
k začlenění membrány celého váčku do povrchu buňky, nebo k jeho zavření, aniž by do-
šlo ke splynutí váčku s plazmatickou membránou, pak se jedná o takzvaný kiss and run 
proces. Chvíli po splynutí lipidických dvojvrstvev dochází k rychlé tvorbě aktinového 
pláště/prstence okolo splývající organely. Součástí tohoto aktinového útvaru je také 
myozin II. (Jerdeva et al. 2005). Možné mechanismy toho, jak aktinový plášť/prstenec 





Prvním je produkce mechanické síly pomocí stahování se aktomyozinové struktury, tedy 
přímé tlačení na splývající váček (Obr. 2).  
 
Obr. 2 
Model aktomyozinového prstence okolo vylévajícího se váčku na plazmatické membráně. Pohyb 
myozinu II (zelená) po aktinových vláknech (žlutá) v naznačeném směru způsobuje kontrakci 
prstence, čímž usnadňuje úplnou fúzi váčku s membránou a vylití nákladu. Zpracováno dle 
(Nightingale, Cutler, and Cramer 2012). 
 
Další možností je to, že stahy aktomyozinové struktury mají za následek stabilizaci splý-
vajících organel, čímž brání energeticky výhodnějšímu procesu uzavíraní membránové-
ho póru. Tvorba výše zmíněného aktinového prstence je umožněna díky Arp2/3 kom-
plexu, který je zde aktivován WASP, a ten je zase pod kontrolou Cdc42 – tedy Rho GTPá-





Aktinová vlákna by mohla usnadňovat i samotné splývání lipidických dvojvrstev. Mezi 
membránami, které mají splynout, je velká odpuzující elektrostatická síla. Polymerace 
aktinových vláken ve chvíli, kdy jsou membrány již natolik blízko, že se odpuzují, by 
mohla vytvořit mechanickou sílu působící v opačném směru, a membránu váčku 
k plazmatické membráně „dotlačit“.  
 
4.2 Fúze endozomálních membrán 
 
4.2.1 Molekuly účastnící se fúze endozomálních membrán 
 
Fúze endozómů je řízena typově stejnými molekulami, jako fúze váčků s plazmatickou 
membránou. Konkrétní proteiny jsou však jiné než na plazmatické membráně, a liší se i 
v průběhu endolysozomální dráhy. 
Jak již bylo řečeno, regulátory membránové fúze jsou proteiny z rodiny Rab GTPáz. Na 
časných endozómech je touto GTPázou Rab5 . Rab5 se v průběhu přeměny časných en-
dozómů na pozdní mění na Rab7. (Rink et al. 2005). Vezikulární jádro recyklujících en-
dozómů je obohaceno o Rab11, zatímco na tubulech tohoto typu endozómů se vyskytuje 
Rab4 (Sönnichsen et al. 2000). Tyto GTPázy tak zároveň slouží jako jakési „značky“ pro 
jednotlivé typy endozómů, či pro odlišné endozomální membránové domény. 
Tyto GTPázy na endozómech aktivují své cílové molekuly – vázající komplexy a SNARE 
proteiny. Z endozomálních vázajících komplexů jsou nejznámější zřejmě komplexy 
CORVET a HOPS – heterohexamery nacházející se na časných a pozdních endozómech 
(Balderhaar and Ungermann 2013) a EEA1 - coiled-coil vázající komplex, používaný čas-
to jako marker časných endozómů . 
Na endozomálních membránách nachází domény tvořené větveným aktinem. Ty vznikají 
díky interakci Arp2/3 koplexu s jeho endozomálním NPF – a sice WASH komplexem 






4.2.2 Role cytoskeletu v endozomální fúzi 
  
Do dnešních dnů není jasné, zdali se můžou aktinové domény na endozomálních mem-
bránách chovat podobným způsobem jako kortikální aktin pod plazmatickou membrá-
nou. Za předpokladu, že tomu tak je, musí pro úspěšnou endozomální fúzi dojít 
k rozvolnění aktinových domén. Vzhledem k tomu, že jediným známým regulátorem 
dynamiky aktinu na endozómech je WASH komplex, bylo by toto rozvolnění zřejmě zcela 
pod kontrolou tohoto komplexu. WASH komplex sám je pak regulován mechanismem 
odlišným od regulace NPF na plazmatické membráně, kde je funkce WASP pod kontro-
lou Rho GTPáz. Aktivita WASH komplexu je regulována E3 ubiquitin ligázou TRIM27, 
jejíž funkce je dále zesílena vazbou proteinu MAGE-L2. Ubiquitinylace WASH komplexu 
má za následek jeho aktivaci. Pokud je zabráněno tomu, aby WASH komplex mohl být 
ubiqutinylován, je jeho schopnost tvorby aktinových domén narušena. (Hao et al. 2013). 
To by mohlo být mechanismem rozvolnění těchto domén, a tedy i mechanismem, který 
by usnadňoval endozomální fúzi.  
Faktory způsobující membránovou fúzi – vázací komplexy a SNARE proteiny asociují do 
membránových domén s Rab GTPázami. Ke splývání tedy dochází v místěch těchto Rab 
domén. Vzhledem k malé velikosti endozomálních kompartmentů, a tudíž jejich ztíže-
nému pozorování ovšem není snadné určit, jestli tyto Rab domény přesně kolokalizují 
s doménami větveného aktinu. Je tedy možné, že k fúzi endozómů dochází v místech, ve 
kterých se aktinové domény nenacházejí, a poté by rozvolnění aktinu pro splynutí endo-
zomálních váčků nutné nebylo. 
Vzhledem k tomu, že s endozómy asociuje myozin I (Raposo et al. 1999), je možné že by 
spolupráce tohoto motorového proteinu s aktinem mohla vytvářet mechanickou sílu, 
která by, stejně jako v případě aktinového prstence na váčcích splývajících 
s plazmatickou membránou, mohla stlačit splývající organely, a tím dokončit proces je-







5 Odštěpování membrán 
 
5.1  Obecné mechanismy odštěpování váčků 
 
Odštěpování váčků z plazmatické membrány je prvním krokem endocytické dráhy. Vá-
ček vypučí z membrány díky specializovaným molekulárním mechanismům, načež je 
pomocí malé GTPázy – dynaminu odštěpen (Sweitzer and Hinshaw 1998).  
 
5.1.1 Proteiny účastnící se endocytózy  
 
Následuje rozdělení proteinů účastnících se endocytózy, které je rozčleněno na základě 
časové pozice v průběhu endocytózy. Tyto moduly, a informace k nim, pokud není uve-
deno jinak, byly převzaty z (Mooren, Galletta, and Cooper 2012). U kvasinek jsou defino-
vány čtyři moduly, a sice: 
 modul plášťových proteinů – Plášťové proteiny pokrývají membránu pučícího 
váčku a napomáhají jeho formování. 
 aktinový modul – V kvasinkách je polymerace aktinu při CME spouštěna Arp2/3, 
ten je ovšem, na rozdíl od savčího Arp2/3, schopen spouštět polymeraci aktino-
vých vláken i bez NPFs (Wen and Rubenstein 2005). Ty tedy slouží zřejmě jen ja-
ko regulátory vylaďující aktivitu Arp2/3. Kvasinkovými NPFs pro Arp2/3 jsou  
Las17 (homolog savčího WASP), dva myoziny typu I – Myo3 a Myo5, Pan1 a 
Abp1. Negativním regulátorem Arp2/3 v kvasinkách je coronin. Pro správný prů-
běh endocytózy je nutný turn-over aktinu, tedy rozpad starých vláken na mono-
mery, které jsou využity pro stavbu vláken nových. Rozpad vláken probíhá díky 
cofilinu, coroninu a Aip1, přičemž největší vliv má první z nich. 
 WASp/Myo modul – Modul regulátorů dynamiky aktinové sítě. Z těchto reguláto-
rů je v kvasinkách nejlépe prozkoumaný WASp/Las17. K místu endocytózy loka-
lizuje před Arp2/3 a aktinem. Jeho schopnost regulovat polymeraci aktinu není 
omezena zřejmě jen na aktivaci Arp2/3, vzhledem k rozdílným fenotypům mu-





Arp2/3. Pokud je Las17 z buňky deletován, z prostoru pod plazmatickou mem-
bránou úplně mizí kortikální aktinové oblasti. V případě, kdy je znemožněna vaz-
ba Las17 a Arp2/3, je narušeno načasování a pohyb endocytických struktur, 
avšak polymerace aktinu eliminována není. Kromě Arp2/3 interaguje Las17 
s dalšími proteiny, z nichž některé inhibují jeho aktivitu. Tato regulace je nutná, 
protože Las17 není autoinhibován, a v časných fázích endocytózy není vhodné, 
aby proteiny způsobující polymeraci aktinu byly aktivní.  
Proteiny negativně regulující aktivitu Las17 jsou Syp1, Sla1 a Bbc1, přičemž dru-
hé dva zmíněné kooperují, aby k inhibici Las17 došlo. Jakmile Syp1 z místa endo-
cytózy mizí, inhibice Las17 je zrušena. Negativní regulace Las17 pomocí 
Sla1/Bbc1 je zrušena pomocí pozitivního regulátoru Las17 – Bzz1. Ten k místu 
endocytózy přichází těsně před začátkem polymerace aktinu. Obsahuje F-BAR 
doménu, která rozpoznává zakřivené membrány, díky čemuž zprostředkovává 
správné načasování polymerace aktinu. Další aktivátory Arp2/3 – Myo3 a Myo5 
obsahují kyselou/DDW Arp2/3 vázající doménu.  Myo5 je autoinhibován pomocí 
své TH1 domény, která se váže na svůj C-konec, kde se nachází zmíněná kyse-
lá/DDW doména, což brání Myo5 interagovat s Vrp1(verprolin). A právě interak-
ce Myo5 s Vrp 1 je kritická pro schopnost Myo5 aktivovat Arp2/3. Inhibovat akti-
vaci Arp2/3 přes Myo5 může, alespoň částečně Cmd1 (calmodulin). Jeho interak-
ce s Myo5 může bránit vazbě Vrp1 na Myo5. Tato negativní regulace zprostřed-
kovaná Cmd1 je redukována vápenatými ionty. Dalším aktivátorem Arp2/3 je 
v kvasinkách Pan1, který, stejně jako Myo5 obsahuje kyselou/DDW doménu. 
Pan1 je negativně regulován Sla2. Výše zmiňovaný Vrp1 interaguje kromě Las17 
ještě s myoziny typu I a aktinovými monomery. Pokud Vrp1 v buňce chybí, do-
chází sice ke vzniku endocytických oblastí, ty jsou ale nepohyblivé.  
 amphiphysinový modul – Amphiphysin je protein obsahující Bin-amphiphysin-
Rvs (BAR) doménu, díky které je schopný rozpoznat a indukovat zakřivení mem-
brány.  
U savců jsou identifikovány moduly podobné, proběhlo ale rozdělení některých kvasin-
kových modulů, a přidání modulů dalších. To je důsledkem vyšší propracovanosti a slo-
žitosti savčí endocytózy. Savčí buňky endocytují v mnohem vyšším měřítku, nežli buňky 





v zájmu udržení integrity organizmu. Je nutné tedy udržovat určitou hladinu membrá-
nových receptorů, což je zajišťováno právě endocytickou dráhou.  
 adaptor/F-BAR submodul – Adaptorové proteiny jsou proteiny, které asociují 
s klatrinovými molekulami a zároveň se membránou vznikajícího váčku, a také 
s nákladem. Tím spojují nabrání konkrétního nákladu s vytvořením váčku pro-
střednictívím kterého je pak náklad pohlcen.  
F-BAR proteiny jsou proteiny s BAR doménou. Těch existuje několik typů 
(BAR/N-BAR proteiny, F-BAR proteiny a I-BAR proteiny). Tyto proteiny rozezná-
vají a indukují zakřivení membrány pomocí své BAR domény, což je dimerizující 
motiv skládající se ze tří α helixů, které formují rigidní strukturu, jež svým tvarem 
připomíná banán (Peter et al. 2004). Konkávní strana BAR domény obsahuje 
mnoho zásaditých aminokyselinových zbytků, díky čemuž může asociovat 
s fosfolipidickou dvojvrstvou prostřednictvím elektrostatických interakcí (van 
Weering, Verkade, and Cullen 2010). BAR domény rozeznávají zakřivené mem-
brány právě proto, že samy jsou stabilně zakřivené, a vazba na membránu může 
proběhnout lépe v místech membrány, která pasují do tohoto zakřivení. Proteiny 
s BAR doménou nejenže rozeznávají zakřivené membrány, ale také samy jejich 
zakřivení indukují. Toho je dosaženo formováním BAR domén do organizovaných 
helikálních řad. Tímto způsobem mohou BAR domény stabilizovat i tak vysoce 
zakřivené útvary, jako jsou membránové tubuly. (Frost et al. 2008). 
BAR proteiny jsou také koordinovány s aktinem – mezi takové patří například 
FBP17, Toca1/CIP4, Syndapin (Bzz1), FCHo1 (Syp1). V závorkách jsou uvedeny 
kvasinkové homology. Je také možné, že BAR proteiny hrají roli i ve skládání kla-
trinu. F-BAR proteiny interagují s N-WASP/WASp nebo N-WASP/WIP. (Mooren, 
Galletta, and Cooper 2012). 
 klatrinový submodul – klatrin vytváří struktury zvané triskeliony. Triskeliony se 
pod membránou skládají v košovité útvary, a protože jsou přes adaptorové pro-
teiny spojeny s membránou, dochází spolu se složením klatrinového koše k její-
mu zakřivení. 
 submodul aktinového složení – aktinová vlákna se začínají skládat ve chvíli, kdy 





v průběhu CME asociuje s BAR proteiny. Složení aktinu při CME je regulováno 
Arp2/3, jehož aktivita je závislá na NPF – tím je na plazmatické membráně WASP. 
(Mooren, Galletta, and Cooper 2012).  
 submodul rozpadu aktinu – K rozpadu aktinu dochází po odštěpení váčku 
z plazmatické membrány a poté, co je váček díky polymeraci aktinu dotlačen dále 
do cytoplazmy. Rozpad aktinové sítě je regulován proteiny cofilinem a coroni-
nem, které jsou k místu endocytózy přivedeny po složení aktinových vláken. 
 dynaminový modul - Na dynaminu je rozlišováno pět domén. PH doména vázající 
PIP2, N-koncová GTPázová doména, doména zodpovědná za oligomerizaci, GED 
doména stimulující GTPázovou doménu a PRD doména, díky které je dynamin 
schopná interagovat s jinými proteiny.  (Taylor, Perrais, and Merrifield 2011). 
Dynamin je asociován s aktinem přes cortactin, syndapin, mAbp1 a myozin 1E 
(Mooren, Galletta, and Cooper 2012), nebo přímo bez adaptorového proteinu (Gu 
et al. 2010). Bez aktinu není dynamin k místu endocytózy přiveden, a nedochází 
k odštěpení. 
Svou roli v odštěpování hraje také vznik odlišných fosfatidylinositidů (PI) – vytváření 
membránových domén, mezi kterými vzniká kvůli rozdílnému složení napětí.  Nové PI 
vznikají pomocí fosfatáz a kináz. (Cullen and Carlton 2012). PI jsou spjaty i s BAR protei-
ny, které v místě své vazby na membránu chrání stávající PI před fosfatázami a kináza-
mi. Ke změně PI tedy dochází jen na „vršku“ membránového tubulu, což zvyšuje pnutí 
mezi membránovými doménami (Liu et al. 2006). V průběhu tohoto procesu vznikají 
pozitivní zpětnovazebné smyčky, jak v asociaci BAR proteinů s membránou, tak 
s proměnou PI. 
 
5.1.2 Role cytoskeletu při odštěpování váčků 
 
Jak je již z předchozí kapitoly zřejmé, aktin se na CME aktivně podílí. Esenciální je pro 
kvasinkovou CME. U savčí CME je potřeba také, ale nikoliv ve všech případech. Vyžado-
ván je tehdy, pokud je mechanismem klatrinové endocytózy pojímán velký náklad, či při 
endocytóze probíhající v oblastech plazmatické membrány, se kterou je asociovaná hus-





savčích, a kvasinek – např. u hlenky je nutný pro fagocytózu a makropinocytózu a pro 
CME je pravděpodobně vyžadován také. V případě octomilky je aktin také vyžadován při 
CME, neboť při ošetření buněk Latrunculinem A, což je toxin inhibující polymeraci akti-
nu, je proces CME narušen.  (Mooren, Galletta, and Cooper 2012). 
Mechanismem, kterým by aktin mohl napomáhat odštěpování membrány je, stejně jako 
v případě pozitivní regulace splývání membrán, vyvíjení fyzické síly, která tlačí na mem-
bránu. V tomto případě by takováto síla působila pozitivně ve smyslu zvyšování tenze 
membrány, přičemž takto namáhaná membrána by pak byla ideálním substrátem pro 
dynamin. Mechanická síla by mohla být vytvořena myoziny – k místům CME lokalizuje 
myozin I, myozin 1E a myozin VI (jsou součástí dynaminového modulu). Myozin I je nut-
ný pro pohyb vychlipující se membrány směrem do cytosolu. Myozin VI je nezbytný pro 
CME na apikální straně endoteliálních buněk, která je velmi bohatá na aktinová vlákna. 
Většina těchto vláken je orientována svým (-) koncem směrem od plazmatické membrá-
ny. Myozin VI se pohybuje po aktinových filamentech právě k (-) konci, a tedy může vy-
tahovat plazmatickou membránu směrem do centra buňky. (Mooren, Galletta, and Coo-
per 2012). 
Další možným modelem je ten, ve kterém je síla produkována pomocí polymerace akti-
nových vláken skrze Arp2/3 komplex. Jeho NPFs se nacházejí na bázi vznikajících klatri-
nových váčků, kde díky nim vznikají aktinová filamenta, rostoucí na svém (+) konci, kte-
rý směřuje k membráně. Růst těchto vláken, která se na krku vznikajícího váčku vysky-
tují v podobě „límečku“ tedy způsobuje tlak na membránu, díky čemuž se krk váčku sta-






 Obr. 3 
Pučení a odštěpování váčku z plazmatické membrány při CME. Znázorněn je „límeček“ 
z aktinových vláken, jejichž polymerace by mohla způsobovat zužování krku váčku a tím napo-
máhat jeho odštěpení pomocí dynaminu. Zpracováno dle (Mooren, Galletta, and Cooper 2012). 
 
Existuje ale studie (Yao et al. 2013), která s uvedenými modely nesouhlasí. Autoři této 
práce potvrzují, že aktin odštěpení váčků z membrány usnadňuje, avšak zamítají mož-
nost, že by se tak dělo vytvářením mechanické síly. Navrhují mechanismus, ve kterém by 
aktinová vlákna indukovala na cholesterolu závislou reorganizaci membrány, která by 
následně podporovala samotné odštěpení váčku. Cholesterol se podílí na tvorbě mem-
bránových domén, na jejichž rozhraní vzniká tenze. Ta by mohla vyvolat odtržení mem-
bránového tubulu (Liu et al. 2006). Tento model je podporován výsledky, ve kterých 
rozrušení aktinové sítě Latrunculinem B nemělo žádný podstatný vliv na průměr krku 
váčku. Ovlivněno bylo ale trvání membránového póru, tedy došlo ke zpomalení odštěpo-
vání váčku. Stejný fenotyp prokázaly buňky, z jejichž membrány byl extrahován cho-
lesterol. Navíc účinky rozrušení aktinové sítě a extrakce cholesterolu z membrány buňky 
nejsou aditivní, což by mohlo poukazovat na závislost cholesterolu na aktinové síti.  
Vliv na odštěpování váčků z membrány mohou mít i mikrotubuly. Na plazmatickou 





ra buňky) by mohly vytvořit dostatečnou sílu k zakřivení a vytažení membrány směrem 
do cytosolu. 
 
5.2 Odštěpování endozomálních váčků 
 
Endozomální váčky vytváří komunikační tok mezi jednotlivými kompartmenty endocy-
tické/endozomální dráhy, plazmatickou membránou a Golgiho aparátem. 
 
5.2.1 Vznik distinktních domén určených k odštěpení 
 
Na membráně endozómu vznikají jasně odlišené - distinktní - membránové domény, ve 
kterých je soustředěn náklad určený k transportu do jedné ze tří již zmíněných cílových 
oblastí. Vytváření takovýchto oblastí je principem třídění endozomálního nákladu, a je 
zprostředkováno specializovanými proteinovými komplexy. Komplex ESCRT je zodpo-
vědný za třídění nákladu do intraluminálních váčků (Babst 2005). Další z komplexů, re-
tromer, vytváří membránové domény obsahující proteiny směřující do TGN(M. N. J. Se-
aman 2008; M. N. Seaman, McCaffery, and Emr 1998). Rychlá recyklace na plazmatickou 
membránu z časných endozómů probíhá díky CART komplexu (Yan et al. 2005). 
Vytváření takovýchto domén je předpokladem vzniku váčku, který bude následně od-
štěpen a poté putovat ke správné cílové destinaci. 
Retromer zřejmě úzce spolupracuje s WASH komplexem (Gomez and Billadeau 2009). 
Ten aktivací Arp2/3 způsobuje vznik domén větveného aktinu. Tato aktinová síť se po-
dílí na vzniku membránových mikrodomén určených k odštěpení a může vytvářet me-
chanickou sílu působící na endozomální membránu. 
 Komplex retromer, který je zodpovědný za přivádění WASH komplexu na endozomální 
membrány je navíc komplexem obsahujícím SNX-BAR. Tyto proteiny, vyskytující se ve 
většině eukaryot (Casal et al. 2006), koordinují deformaci membrán se sortingem, čili 
propojují tyto dva mechanismy v čase. Jsou podrodinou sorting nexinů (SNX), což jsou 





které slouží jako identifikátory jednotlivých endocytických kompartmentů. (Cullen and 
Carlton 2012). Například SNX9 asociuje s PI(4,5)P2 – tedy na plazmatické membráně 
v místech endocytózy (Yarar, Waterman-Storer, and Schmid 2007). SNX1 asociuje 
s časným endozómem (PI(3)P), a pozdním endozómem (PI(3,5)P2) (Cozier et al. 2002). 
Jak je z názvu zřejmé, obsahují SNX-BAR proteiny BAR doménu. Aby byla interakce SNX-
BAR s membránou úspěšná, musí dojít k vazbě jak pomocí PX domény SNX, tak pomocí 
elektrostatických interakcí mezi BAR doménou a membránou (Pylypenko et al. 2007). 
SNX-BAR proteiny způsobují zakřivení membrán vložením amfipatického α helixu do 
membrány. Tento amfipatický helix funguje jako klín, odtlačuje od sebe lipidy v jednom 
listu membrány. Tím vznikají rozdíly v napětí mezi oběma listy membrány, což se proje-
ví jejím zakřivením, které stabilizováno BAR doménou. (van Weering, Verkade, and Cul-
len 2010). Tento amfipatický helix obsahují pravděpodobně SNX1, SNX2, SNX4 a SNX9 
(Pylypenko et al. 2007). Retromer obsahuje SNX1, SNX2, SNX5 a SNX6. Některé SNX 
(SNX5 a SNX6) navíc interagují s dyneinem přes jeho aktivátor dynactin (Wassmer et al. 
2009) a spojují tak tvorbu endozomálních váčků s jejich transportem po mikrotubulech.   
Je tedy zřejmé, že interakce WASH komplexu s retromerem slouží ke koordinaci několi-
ka dějů. Těmi jsou třídění molekul v nitru endozómů, tvorba zakřivených membrán po-
mocí SNX-BAR proteinů a vznik aktinových domén vyvíjejících tlak na membránu 
v místech báze vznikajících váčků. Ve výsledku je tedy třídění proteinů koordinováno 







Model mašinerie koordinující třídění proteinů s odštěpováním váčku z endozomálního tubulu za 
pomoci mechanické síly generované polymerací aktinu. Zpracováno dle (Gautreau, Oguievet-
skaia, and Ungermann 2014). 
 
5.2.2 Tvorba membránových tubulů  
 
Některé váčky nepučí přímo z vezikulární části endozómů, ale jsou odštěpovány 
z tubulárních útvarů. Tyto membránové tubuly vznikají činností mikrotubulárních mo-
lekulárních motorů, které mechanickou silou vytahují membránu směrem ven (Soppina 
et al. 2009). Jejich vznik je zároveň spojen v čase s endozomální fúzí – ta má totiž za dů-
sledek přebytek endozomální membrány, ze které se následně vytváří tubul (Skjeldal et 
al. 2012). Tvorba těchto tubulů je také koordinována s tříděním proteinů – molekulární 









Endocytóza je vysoce dynamický proces, který je uskutečňován díky rychlému splývání a 
odštěpování membránových váčků. Pro buňku jsou tyto děje zcela zásadní, neboť tímto 
způsobem může regulovat signalizační události na plazmatické membráně, obnovovat 
použité receptory a udržovat požadované hodnoty vnitřního prostředí. Endocytóza je 
také možným způsobem buněčné ochrany, neboť nebezpečný patogen může být pohlcen 
a stráven, a v ideálním případě tak již nemůže škodit. Endocytická dráha je úzce spjata 
s cytoskeletárními strukturami – ať už mikrotubuly, či aktinovou sítí. V této práci jsou 
shrnuty současné poznatky o vzájemné interakci cytoskeletárních struktur a endocytic-
kých váčků. Protože metody studia endocytické dráhy jsou ve většině případů založeny 
na vizualizaci těchto struktur, události odehrávající se přímo na plazmatické membráně 
jsou hojně diskutovány ve velkém množství prací z důvodu její dobré pozorovatelnosti. 
Naopak spojení cytoskeletu a dějů na endozomálních membránách tolik zmiňováno ne-
ní. Je tomu tak pravděpodobně proto, že endozomální kompartmenty jsou nesmírně dy-
namické a malé organely, a jejich pozorování je tímto nesnadné. Proto jsou i v této práci 
hojně využity příklady dějů na plazmatické membráně, na kterých se pokouším osvětlit 
obecné mechanismy splývání a odštěpování membrán. Tyto získané poznatky jsem se 
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